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論文内容の要旨
【目的】
　現在、OA（Osteoarthritis）の手術治療効果を判定するための決定的なマーカーは存在し
ない。今回我々はOA患者の人工関節置換術前後の血清を使用し網羅的プロテオミクス解
析を行い、手術治療効果判定のバイオマーカーになりうるタンパク質の探索を行った。
【方法】
　サンプル：当院で人工関節置換術の手術施行されたOA患者の中から、既往が全く無い
か高血圧のみの患者を選定した。６人のOA患者から、術前（Pre）と術後３ヶ月（３M）の
12サンプルの血清を用いて解析を行った。
【実験】
　血清を用いた網羅的プロテオミクス検定のパイロット実験として、細胞培養用ヒト血清
を用いて検定を行った。ランダムペプチドカラムによる稀少タンパク質の濃縮の有用性を
検討した。その後、患者血清をランダムペプチドカラムにより稀少タンパク質のタンパク
濃縮を行い、サンプルをトリプシン消化して分解し、質量分析装置Orbitrap Fusionを用
いて解析を行った。解析で同定されたタンパク質を定量し、術後/術前（３M/Pre）での変
動率を算出し比較した。
【結果】
　細胞培養用ヒト血清を用いたランダムペプチドカラムによる稀少タンパク質の濃縮に
よって、タンパク質同定数が171から310に上昇した。OA患者から採取した術前と術後３ヶ
月の12サンプルの血清を用いたプロテオミクス解析では、410個（FRD=high）のタンパク
質の同定に成功した。３患者以上から同定されたタンパク質は229個、４患者以上から201
個、６患者以上からは160個であった。３M/Preの値が２倍以上に変動していた分子は、
95個同定できた。３M/Preの値が0.5倍以下に変動していた分子は、60個であった。３患
者以上から同定されたタンパク質のうち相乗平均が0.5以下のものは10個あり、そのうち
アルブミンとの比較で５個（Lactotransferrin、Neutrophil defensin、Actin cytoplasmic 1、
Keratin type I cytoskeletal 10、Heparanase）で有意差があった（p<0.05）。ボルケーノプ
ロット解析ではlactotransferrinのみ術後に低下する傾向があった。これらの結果からウエ
スタンブロット法で検定した所lactotransferrinは５人の患者サンプルで術後に有意な低下
を認めた。
【まとめ】
　今回の網羅的プロテオミクス解析によって、アルブミンとの比較において、複数の分子
群が術後に有意に減少していることがわかった。その中でもlactotransferrinが術後に有意
に減少していることが判明した。今後、コホートサンプルなどの利用により、OAの治療
効果判定のバイオマーカーとしての有用性を検証する必要がある。
論文審査結果の要旨
　論文内容についての説明後に質疑応答、内容吟味が行われた。まず、今回の研究で検出
したタンパク質の局在について指摘があった。本研究では血清をサンプルとしており、検
出したタンパク質は好中球の顆粒から放出される物質であり血中に存在すると考えていた
が、軟骨や滑膜に局在していないか検討する必要があるとの指摘であった。また、術前後
で比較し検出したタンパク質の濃度低下はフォーカスが手術によって取り除かれたためと
の考察であるが、手術していないその他の関節のOAの影響も考慮すべきではないかとの
指摘があった。
　また、今後OAのマーカーとしての有用性を検証するのにどのような検証が必要かとの
指摘があり、この指摘に関してはサンプル数を増やすことと、OAのない群との比較が必
要であるとされた。以上の審査結果をふまえ、本研究は今後のOAの早期診断に関わるマー
カーとなりうるタンパク質の検出と、それに関わる知見を提供しており、学位研究に十分
値するものと評価された。
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